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論文内容の要旨 
 染色体上のエピジェネティック・ステートは、遺伝子発現制御と密接に関わり、発生
や様々な疾患の発症に深く関係している。CpG ジヌクレオチドの DNA メチル化は重要な
エピジェネティック修飾のひとつであり、一般に転写活性が高い遺伝子のプロモーター領
域は低メチル化状態にあり、転写活性が低い遺伝子のプロモーター領域では高メチル化状
態であることが知られている。CpG メチル化ステートは、DNA メチルトランスフェラー
ゼ 1（DNMT1）の作用によって細胞が分裂増殖した後にも娘細胞に正確に伝えられ維持さ
れる。一方、細胞が分化する際には特定のゲノム領域での CpG メチル化状態が変化し、人
為的な体細胞リプログラミングの際も CpG メチル化のゲノムワイドな偏移が起こる。de 
novoの CpGメチル化には DNMT3aと DNMT3bが重要な働きをしていることが知られて
いる。しかしながら、細胞の分化やリプログラミングの際に CpG がゲノム領域特異的に
de novo メチル化されるメカニズムについては、ほとんど不明である。de novo の CpG メ
チル化はその部位の塩基配列だけに依存して起こるのか、あるいは近傍または遠隔のゲノ
ム領域のエピジェネティック修飾にも依存するのかについてもわかっていない。そこで本
研究では、ヒトやマウスの細胞内で自律的に複製する人工染色体様ベクタ （ーepigenosome）
を用い、200 kbに及ぶ CpG非メチル化状態のゲノム DNA断片を細胞内で長期間維持させ、
ゲノム配列特異的な de novo CpG メチル化が起こるか否かに関して解析を行った。 
マウス Nanog 遺伝子の上流、下流それぞれ 80 kb、125 kb のゲノム配列を含む BAC
クローンに、ヒト細胞内における複製・維持機能を有する Epstain-Barr ウイルス（EBV）
の EBV nuclear antigen 1（EBNA1）遺伝子と oriP 配列、また薬剤選択マーカーを有す
るプラスミドを組み込み、Epigenosome-Nanog を構築した。これをヒト iPS 細胞、ヒト
子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞、マウス筋芽細胞株 C2C12 細胞に導入した。HeLa と C2C12
細胞は、薬剤選択下で培養した。継時的に Epigenosome-Nanog を回収し、リアルタイ
ム PCR によって細胞あたりに維持されているコピー数を算定した。 また
Epigenosome-Nanog を制限酵素 DpnI または MboI で消化し、細胞内で複製したか否か
を 確 認 し た。 バ イ サル ファ イ ト 処 理後 次 世 代 シ ーケ ン シ ン グ を 行 って 、
Epigenosome-Nanog 上、およびゲノム上の Nanog 遺伝子プロモーター領域の CpG メチ
ル化を解析した。メチル化ステートの相関は、偏相関解析により解析した。 
ヒト iPS 細胞に導入した Epigenosome-Nanog は、導入 5 日目において、細胞あたり
約 10 コピーが核内に存在しており、その約 10%が導入後に複製したコピーであった。
HeLa と C2C12 細胞では、導入後半年以上経過しても、それぞれ細胞あたり約 15 コピ
ーと約 5 コピーが核内に安定して維持され、それらはすべて細胞内で複製したコピーで
あった。薬剤選択を中止して培養を継続すると、Epigenosome-Nanog のコピー数は急
激に減少したことから、Epigenosome-Nanog は染色体に組み込まれてはいないことが
分かった。また、Epigenosome-Nanog はほとんどが核内に存在して細胞質には無く、
細胞周期を経ても核内に存在し続けたことから、長期に亘る epigenosome の維持には、
EBNA1遺伝子と oriP配列によって epigenosomeが複製することに加えて、epigenosome
が効率良く核内に移行し保持されることが寄与していると考えられた。 
HeLaと C2C12細胞に導入され維持された Epigenosome-Nanog上の Nanogプロモー
ター領域には、CpG メチル化が de novo に導入されていた。C2C12 細胞内で維持された
Epigenosome-Nanog 上の Nanog プロモーター領域の CpG メチル化の割合は、C2C12
細胞のゲノム上の同一部位のメチル化と比較して格段に低かった。Epigenosome-Nanog
上の Nanog プロモーター領域の 4 か所の CpG のメチル化状態について偏相関分析を行
ったところ、上流の 2 ヶ所のメチル化に強い相関がみられ、下流 2 ヶ所でも有意な相関
が認められた。同様の相関は、C2C12 細胞のゲノム上の同一配列でも認められた。 
今回構築した 200 kb におよぶ Epigenosome-Nanog はヒトとマウスの細胞株内で薬剤
選択下で長期にわたって核内に複製・維持された。HeLa と C2C12 細胞に導入された
Epigenosome-Nanog 上には 、de novo の CpG メチル化がみられたが、これらのメチル
化割合はゲノム上の同一配列における CpGメチル化割合よりも格段に低かったことから、
de novo メチル化は当該塩基配列のみに依存して起こるのではなく、近傍の染色体領域の
エピジェネティック・ステートやクロマチンの立体構造にも大きく依存して起こること
が強く示唆された。Nanog プロモーター領域の 4 ヶ所の CpG 部位は、ランダムに de novo
メチル化するのではなく、ゲノム上のそれら 4 ヶ所の CpG 部位と同様の連関で de novo 
メチル化したことから、Epigenosome-Nanog 上においても染色体と同様の制御メカニズ
ムが働いて de novo の CpG メチル化が起こっていると考えられた。 
これらのことから、epigenosome は細胞分化に伴うエピジェネティック修飾機構を解
析する新しい手段を提供し、遺伝子発現制御と分化誘導機構の解明と制御技術の開発に
貢献する可能性が期待できる。特に iPS 細胞から様々な細胞系譜の分化誘導の系に応用
することで、細胞分化におけるエピゲノム制御の機構解明に極めて有用であろう。 
 
